






学 位 の 種 類





う ぬま たつ や




学位規聯4条 第 傾 誕
ウニの主要卵黄蛋白質の動態 と機能に関する研究
(主 査)教 授 森 勝 義
教 授 秦 正 弘
教 授 谷 口 和 也
一249一
論 文 内 容 要 旨
序論












アカウニPseμdocθηtm加5deρre55α5を 対象に,MYPの 動態と機能の解明に取 り組んだ。
第1章MajorYoIkProtein(MYP)の 分布 と量 的変動 にっ いて
MYPの 分布 と配偶子形成 にともな う量的変動を明 らかにするため,ア カ ウニの未 受精
卵か らMYPを 液体ク ロマ トグラフィーで精製 し,特 異抗体(anti-MYP)を 作製 して免疫
学的手法 による解析を行 った。
ウェスタ ンブロ ッ ト法 によ り,MYPは これ まで に報 告され ている未成熟卵巣 と雌雄 の
体腔液 に加え,未 成熟精巣 にも存在する ことが明らかにな った(Fig.1)。 免疫組織化学法
によ り,卵 巣では栄養細胞 と卵,精 巣では栄養細胞 にのみ含まれ ることが示 された(Fig.
2)。MYPと その他の生化学成分 の定量を行 った ところ,未 成熟期 の卵巣 ・精巣 に含 まれ
るMYPは 生殖巣湿重量の996に 迫 り,蛋 白質全体の80%を 占めた(Fig.3)。 しか し,配
偶子形成が進行する とMYPは 減少 し,成 熟卵巣で は半分以下 とな り,成 熟精巣ではほと
ん ど消失 した。卵巣で は卵形成 にともな って一部が卵へ移行 して卵黄穎粒を形成 し,残 り
が消失する と考え られた。MYPの 減少 にともな って,anti-MYPに は反 応 しな い蛋 白質
(Fig.4)や 核酸(Fig.3)は 増加 した。
∫サケ科魚類やホタテガイ類で は,未 成熟期に普通筋や閉殻筋 に貯蔵 した蛋 白質を配偶子
形成期 になる と生殖巣へ動員 し,卵 形成 ・精子形成にともな う物質合成 に利用する ことが
知 られて いる6こ の ことと上記の結果 か ら類推 して;ウ ニの配偶子 形成過 程で消失す る




MYPの 産生蓄積経路を明 らか にするため,MYPを コー ドするcDNAを 単離 してその発
現を調べた。 、
アメ リカムラサキ ウニで報告されているMYPcDNAの 部分配列情報(511bp),お よび
精製 したアカウニMYPの 内部 アミノ酸配列情報を基にプライマーを設計 し,RT-PCR法
およびRACE法 によって,ア カ ウ=…MYPcDNAの 全長塩奉配列(4860塩 基対)を 明 ら
か に した。推定 アミノ酸配列(1349ア ミノ酸残基)に は脊椎動物等の ビテ ロゲ ニンとの
相同性 は認め られ ず,ト ランスフェ リン(鉄 輸送蛋 白質)と 部分的相 同性が認め られ た。
未成熟期の各器 官における、MYPmRNAの 発現を ノーザ ンハイブ リダイゼーシ ョン法(Fig.
5)とRT-PCR法(Fig.6)で 解析 し,生 殖巣で は強 く,消 化管では弱 く,体 腔細胞では
微弱 に発現することが 明 らかにな った。加5'加 ハ イブリダイゼーシ ョン法 によ って,生 殖
巣では栄養細胞 にのみ発現が認め られ,生 殖細胞では認め られなか った(Fig.7)。 ウェス
タ ンブロッ ト法 によ り,体 腔細胞 と消化管で もMYPが 同定 され,そ の分子量 は卵 のMYP
とは異な り体腔液 のMYPと ほぼ同 じである ことか ら(Fig.8),こ れ らの器 官が体腔液
MYPの 供給源 にな っていると推察 された。 これ らの結果か ら,栄 養細胞では大量のMYP
を作 ってそのまま栄養細胞 内に蓄積 し,消 化管で は少量のMYPを 作 って体腔液へ分泌,
体腔細胞では微量のMYPを 作 って体腔液へ分泌する と推察 される。
第3章 体腔液に含まれるMYPの 特性
体腔液 に含まれ るMYPの 特性を調べることによ り,体 腔液 におけるMYPの 存在意義を
検討 した。
10ヶ 月間の絶食飼育がアカウニのMYP量 に及ぼす影響を調べた ところ,生 殖巣内の
MYPの 総量 は絶食区では給餌区の1000分 の1以 下で あったが,体 腔液のMYP濃 度 には
両区で大 きな差は認め られなか った(Table1)。 この ことか ら,MYPは 体腔液 中で何 ら
かの役割を果 たすため に濃度を維持 されて いると考え られた。
そこで,第2章 で 明 らかにな った トラ ンスフェ リンとの相同性 に着 目し,体 腔液 にお
けるMYPと 各種金属 との結合を調べた。体腔液をゲルろ過 に供 し,各 画分の各種金属濃
度 を測定 した ところ,亜 鉛 と鉄がMYP画 分 に溶出 した(Fig.9)。MYP画 分における亜鉛
および鉄 のMYPに 対するモル比 は,そ れぞれ0.87お よび0.14で あった。・体腔液 中の亜
鉛 ・鉄の濃度 とMYP濃 度の間 には強 い相関が認め られ(Fig.10),モ ル比は亜鉛/MYPが
0.83,鉄/MYPが0.16で あり,ゲ ルろ過MYP画 分 と極めて近 い値 を示 した。 これ らの
結果か ら体腔液1こ含まれ る亜鉛 と鉄のほとん どがMYPに 結合 していることが明 らか とな





察される。消化管と体腔細胞は少量のMYPを 産生して体腔液に分泌 し,こ のMYPは 亜鉛
や鉄と結合 してこれらの輸送や生体防御に関与する可能性がある。いっぽう,栄 養細胞は
栄養貯蔵を目的として大量のMYPを 産生して栄養細胞内に蓄積 し,こ のMYPは 配偶子形
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細胞内に蓄積され,卵 形成 ・精子形成の際に蛋白質供給の役割を果たす。雌では一部が卵へ移行し,初 期
発生の際にも蛋白質供給の役割を果たす。消化管および体腔細胞で産生されるMYPは 体腔液に分泌され,
亜鉛や鉄と結合 してこれらの輸送や生体防御に関与する。体腔液のMYPと 栄養細胞のMYPの 関係は現在の
ところ不明確であり,今 後の検討を要する。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ウニは未成熟期において,生 殖巣内部にあらかじめ種々の栄養成分を貯蔵 し,配 偶子形成期に卵形
成 ・精子形成のために利用するという特異な性成熟機構を有する。ウ;の 卵巣および精巣は数百の生
殖小嚢が葡萄の房状に集まった構造 をとり,そ の内部は生殖細胞 と栄養細胞 という2種 類の細胞でほ
とん ど占め られている。卵巣の栄養細胞 には卵黄穎粒を構成するタンパク(majoryolkprotein;
MYP)が 大量に蓄積されて,卵 形成の進行にともなって卵に移行することが知 られている。すなわ
ち,MYPは 卵黄タソパクの前駆体 として多 くの動物種で見出されているビテロゲニソに相当すると
考えられ,ウ ニの生殖機構,特 に生殖巣の肥大と成熟の過程で重要な位置を占めることが予想された。
しか し,近 年の研究において,MYPは 雌雄両方の体腔液に含まれることが確認されたのをは じめ,
ビテロゲニソと相同の雌特異タンパ クではないことが示されている。従って,ビ テロゲニンとして想
定 された生理的役割などは再考されなければならず,卵 巣における動態を含め生体における存在様式
や機 能を明 らかにする必要があ る。そ こで本研究では,西 日本沿岸 の重要種 アカウニ.Ps%40-
6θ%'70≠%s4θ勿θ∬%sを 対象に,MYPの 動態 と機能の解明に取 り組んだ。
最初に,MYPの 生体内での分布 と配偶子形成にともなう量的変動を明らかにするため,ア カウニ
未受精卵からMYPを 精製 し,特 異抗体を作製 して免疫学的に解析 した。その結果,MYPは 未成熟
卵巣 と雌雄の体腔液に加えて,未 成熟精巣 にも存在することを世界で初めて明らかにした。さらに,
MYPは 卵巣では栄養細胞と卵に,精 巣では栄養細胞のみに局在することも示された。未成熟期では,
生殖巣に含まれるタソパク全体の80%を 占めるMYPは,成 熟卵巣では半分以下 とな り,成 熟精巣で
はほ とんど消失していた。このMYPの 減少は,MYPと 異なるタンパクや核酸の増加 と強 く関連 し
ていた(第1章)。
.次 ぎに,MYPの 産生蓄積経路を明 らかにする目的で,MYPを コー ドするcDNAを 単離 してその
発現 を調べた。その結果,ア カウニMYPの 完全長cDNAの 塩基配列を明らかにできた。また,
MYPの 推定アミノ酸配列には脊椎動物な どのビテロゲニンとの相同性は認められず,鉄 輸送タンパ
クである トランスフ ェリンとの部分的相同性が確認 された。MYPmRNAの 発現を調べた結果,生
殖巣で非常に強 く,消 化管 と体腔細胞にも発現が確認された。加えて,生 殖巣では栄養細胞にのみ発
現 しているこ.ともあきらか となった(第2章)。
さらに,生 殖巣MYPと 動態が大 きく異なる体腔液MYPの 役割について,ト ラソスフェリソとの
相同性に着 目しながら検討を加えた。体腔液MYPの 各種金属 との結合特性を調べた結果,体 腔液に
含まれる亜鉛 と鉄のほとんどがMYPと 結合 していることが明らかとなった(第3章)。
以上のように本研究は,ウ ニの性成熟過程で非常に重要な生殖巣での栄養蓄積のしくみについて,
その本体を成すMYPの 動態 と機能を多方向から解析することにより,数 多 くの新知見を得た。特に,
MYPの 発現する時期と部位の違 いによって,配 偶子形成に必要なタンパ ク供給源 としての役割 と金
属輸送に関わる機能性タソパクとしての側面を持つことを明確にした意義は大 きく,審 査委員一同は
本論文の著者が博士(農 学)の 学位を授与されるに値するもり と判定 した。
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